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Abstrak 
Enzim peroksidase telah banyak digunakan untuk berbagai bidang baik industri, kesehatan, dan pangan. 
Peroksidase dapat diambil dari berbagai sumber, salah satunya adalah daun tomat. Hingga saat ini, daun tomat 
tidak banyak dimanfaatkan dan hanya menjadi limbah pertanian. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan proses 
purifikasi enzim peroksidase dari daun tomat dengan menggunakan teknik pertukaran ion. Larutan daun tomat 
dalam ammonium sulphate buffer dilewatkan ke dalam kolom yang berisi resin. Fraksi hasil elusi dikumpulkan 
dengan cara melewatkan NaCl dalam phosphate buffer (PB) ke dalam kolom. Fraksi ini kemudian diukur 
absorbannya pada spektrometer dengan panjang gelombang 280 nm. Jumlah fraksi yang berhasil didapat dari 
proses elusi ini adalah 90 fraksi. Berdasarkan pengamatan absorban, maka didapat bahwa fraksi dengan urutan 
ke-52 merupakan fraksi yang mempunyai nilai absorbansi yang terbesar, yaitu sebesar 0,220 dan mempunyai 
kandungan protein sebesar 0,144%. Penelitian ini telah berhasil untuk melakukan pengambilan enzim peroksidase. 
Penelitian ini sangat berguna untuk bahan informasi lanjutan untuk menganalisis enzim peroksidase dari daun 
tomat dan mempurifikasinya sehingga dapat membuka peluang penggunaan peroksidase dari sumber nabati yang 
relatif lebih murah harganya.  
 
Kata kunci: daun tomat, enzim peroksidase, purifikasi, aktivitas, pertukaran ion 
 
Abstract 
Peroxidase enzyme has been widely used in several fields such as industries, medical, and food. One of the 
resources of peroxidase is tomato leaf, which was the waste in the agricultural field. This research was done to 
obtain peroxidase using ion exchange method. Tomato leaf solution in ammonium sulphate buffer was eluted 
through column containing resin. The NaCl was used to remove the attached enzyme to resin. Total obtained 
fraction from elution with NaCl was 90 fractions and all fractions were directly detected its absorbance at 280 nm. 
The result showed that fraction number 52 showed highest peak with the value of 0.220. Based on protein 
determination, fraction number 52 showed the protein content of 0.144%. This result may provide the information to 
further process of enzyme purification and take the advantage of waste product of tomato leaf to obtain peroxidase 
with a very cheap in price.  
 
Keywords: tomato leaves, peroxidase enzymes, enzyme activity, ion exchange 
 
Pendahuluan 
Penelitian mengenai pemanfaatan enzim 
peroksidase telah banyak dilakukan terutama yang 
berkaitan dengan bidang industri, kesehatan, dan 
pangan. Aplikasi dibidang industri telah berhasil 
memanfaatkan enzim peroksidase untuk mereduksi air 
limbah dari senyawa fenolik, mensintesis senyawa 
aromatik dan mengurangi peroksida dari limbah industri 
(Bodalo et al., 2006). Sementara itu, aplikasi enzim 
tersebut di bidang kesehatan telah berhasil digunakan 
untuk analisis kuantitatif asam urat, glukosa dan 
kolesterol (Rahardjo, 2004). Pemanfaatan enzim ini 
dalam bidang pangan dinilai telah berhasil untuk 
menghasilkan sebuah senyawa antimikroba yang dapat 
dimanfaatkan sebagai pengawet makanan. Selain itu 
peroksidase juga mampu meningkatkan aktivitas 
antioksidan pada teh (Cahyana et al., 2006).  
Sumber enzim peroksidase dapat ditemukan 
banyak di alam, seperti pada sumber pangan nabati 
yang dapat diperoleh dari batang brokoli (Cahyana et 
al., 2006), bonggol jagung (Ilmi dan Kuswytasari, 2003), 
daun mangkokan (Handayani, 2008), lobak putih 
(Pudjiraharti dan Karossi, 2009), water spinach (Rusdi 
et al., 2014), sedangkan pada sumber hewani terdapat 
di susu dalam bentuk sistem laktoperoksidase (Al-
Baarri et al., 2011).  
 Sementara itu tomat yang merupakan komoditas 
sayur lain yang mudah ditemukan di Indonesia hingga 
kini pemanfaatannya masih didominasi oleh buahnya 
saja, antara lain sebagai minuman, pelengkap sayur, 
perawatan kecantikan, dan produk-produk inovasi 
lainnya. Sementara itu batang dan daun tomat meski 
jumlahnya melimpah, hingga kini hanya sebagian 
dimanfaatkan sebagai kompos dan sisanya dibuang. 
Daun tomat tidak mungkin dikonsumsi sebagai sayuran 
karena kandungan glikoalkaloid. Glikoalkaloid 
merupakan senyawa beracun yang apabila dikonsumsi 
dalam jumlah banyak akan menyebabkan sulit 
bernafas, mual dan muntah (Dinnarwika, 2012). Selain 
senyawa yang sifatnya racun, daun tomat ternyata juga 
berpotensi sebagai sumber enzim peroksidase dan 
untuk menghasilkannya masih harus melalui beberapa 
tahap perlakuan yang cukup panjang (Pratiwi, 2009).  
 Oleh sebab itu, penelitian ini dilakukan untuk 
mengisolasi enzim peroksidase dari daun tomat yang  
dipurifikasi dengan menggunakan prinsip pertukaran 
ion sehingga dapat dihasilkan senyawa peroksidase 
yang nantinya dapat diaplikasikan di dunia pangan. 
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Materi dan Metode 
Materi 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah daun tomat, H2O2 (Merck, Germany), SP-FF 
Sepharose (Sigma-Aldrich, USA, Lot No. MKBS5227V), 
Sodium Chloride (HIMEDIA, India), di-Sodium 
Hydrogen Phosphate (HIMEDIA, India) dan bahan 
reagen lainnya yang sesuai dengan dipersyaratkan. 
Alat yang digunakan diantaranya timbangan analitik, 
kolom purifikasi, centrifuge tube, centrifuge, vortex, 
micropipet, refrigerator, Slow Rate Blower, microtube, 
satu unit alat elektroforesis, spektrofotometer.  
 
Metode 
Penelitian dilaksanakan pada bulan Mei 2015 - 
Januari 2016 di Laboratorium Kimia dan Gizi Pangan 
dan UPT Laboratorium Terpadu Fakultas Peternakan 
dan Pertanian, Universitas Diponegoro, Semarang.  
 
Pembuatan Phosphat Buffer yang mengandung NaCl 
Pembuatan buffer ini dilakukan dengan membuat 
konsentrasi NaCl dalam 0,1M phosphate buffer (PB) pH 
6,5 dalam tiga bagian: 0,5; 1,0; dan 1,5 M. Pembuatan 
PB ini mengacu pada penelitian Rodriguez-lopez  et al. 
(2000). Ketiga macam konsentrasi ini digunakan untuk 
mengambil peroksidase dengan tingkat kemurnian 
yang tinggi. 
 
Pembuatan Larutan Daun Tomat 
Daun tomat dipersiapkan untuk dijadikan larutan 
sesuai dengan petunjuk Kokkinakis dan Brooks (1979) 
yang dimulai dengan menyiapkan daun tomat sebanyak 
400 g yang kemudian ditambahkan 0,1 M Amonium 
Sulfat (HIMEDIA, India) sebanyak 400 ml. 
Pencampuran dilakukan dengan bantuan hand mixer 
pada putaran yang paling rendah. Hasil yang 
didapatkan disaring menggunakan kain saring dan 
disentrifugasi pada 6000 rpm selama 20 menit. 
Selanjutnya bagian supernatan diambil untuk 
dimasukkan ke dalam kolom yang mengandung resin. 
Volume bagian supernatan yang telah berhasil diambil 
dari perlakuan proses ini adalah 300 ml. 
 
Proses Purifikasi Peroksidase dari Daun Tomat 
Proses purifikasi dimulai dengan melakukan 
pengaliran supernatan melewati kolom (dengan 
diameter 5 cm dan panjang 40 cm) yang telah diisi 
dengan resin SP-Sepharose FF sebanyak 60 g. 
Pertama-tama, 0,1 M PB 100 pH 7,0 dialirkan ke dalam 
kolom tersebut sebanyak 300 ml secara perlahan. 
Proses ini diulang hingga tiga kali dan dalam suhu 4˚C. 
Selanjutnya, sebanyak 300 ml bagian supernatan, 
dialirkan ke dalam kolom secara perlahan. Output yang 
keluar dari kolom, dibuang dan untuk mengambil enzim 
yang terikat pada resin, dilakukan fraksinasi dengan 
cara mengalirkan 300 ml larutan 0,1 M PB pH 6,5 yang 
mengandung NaCl dalam berbagai tingkat konsentrasi: 
0,5; 1,0; dan 1,5 M. Tiap konsentrasi berjumlah 300 ml 
dan fraksi yang terkumpul, ditampung dalam centrifuge 
tube 10 ml. Berdasarkan tahap kegiatan fraksinasi ini, 
maka dapat dikumpulkan sebanyak 90 buah tabung. 
Metode ini diadopsi dari penelitian sebelumnya 
(Rodriguez-lopez  et al. 2000). Setelah semua fraksi 
(90 fraksi) terkumpul, maka segera disimpan dalam 
suhu 4˚C dan dalam keadaan tertutup. 
 
Perhitungan Kadar Protein Masing-masing Fraksi 
Perkiraan total protein tiap fraksi dihitung dengan 
cara melihat absorbansi masing-masing fraksi pada 
panjang gelombang 280 nm (Touch et al., 2005). Kadar 
protein sampel (%) ditentukan dengan rumus: 
 
           
    
   
                      
 
Keterangan: 
A280 : Absorbansi protein pada panjang gelombang 
280nm 
1,5 : Faktor konversi protein  
 
Analisis Data 
Data yang diperoleh dianalisis dengan metode analisis 
deskriptif kuantitatif dan kualitatif. Analisis deskriptif 
kuantitatif dan kualitatif digunakan untuk memberikan 
gambaran umum tentang data yang telah diperoleh. 
Gambaran umum ini dapat menjadi acuan untuk 
melihat karakteristik dari data. Data yang diperoleh 
kemudian diklarifikasi untuk dapat mendeskripsikan dan 
menghubungkannya dengan sejumlah variabel lain 
sesuai parameter yang diteliti. Hasil yang diperoleh 
diakumulasikan secara bersama-sama untuk menarik 
simpulan dan saran yang tepat untuk melaksanakan 
penelitian sejenis dengan baik.  
 
Hasil dan Pembahasan 
Proses Elusi Larutan Daun Tomat 
Menurut Bollag et al. (1991) prinsip dari teknik 
ekstraksi enzim terdiri dari dua tahap yaitu pencucian 
dengan pengekstrak dan sentrifugasi, oleh karena itu, 
penelitian ini mengadopsi prinsip tersebut, yaitu dengan 
cara pencucian dengan aquades dan sentrifugasi. 
Daun tomat dipilih dengan seksama dan hanya daun 
tomat yang siap panen, yaitu daun yang berwarna hijau 
tua, yang dipilih dalam penelitian ini. Hal ini sesuai 
dengan pendapat Bashan et al. (1985) bahwa aktivitas 
peroksidase yang ada pada daun tanaman tomat 
dewasa lebih tinggi dibandingkan aktivitas PO pada 
daun tanaman tomat muda. Larutan daun tomat, dibuat 
dengan cara melarutkan daun tomat dalam amonium 
sulfat dengan perbandingan 1:1 supaya tidak terlalu 
pekat. Penelitian dengan menggunakan perbandingan 
yang lebih pekat, ternyata dihasilkan larutan daun 
tomat yang pekat sehingga akan mengganggu proses 
selanjutnya (Data tidak ditampilkan).  
Sebanyak 400 g daun tomat dilarutkan dalam 
400 ml amonium sulfat. Setelah diendapkan dan 
disaring, maka didapat larutan sebanyak 300 ml. Hasil 
penyaringan larutan daun tomat ini menyisakan 100 ml 
presipitat. Filtrat kemudian diputar dengan 
menggunakan sentrifuge dengan kecapatan 6000 rpm 
selama 20 menit untuk mengambil bagian supernatan. 
Penggunaan ammonium sulfat dinilai sangat baik 
digunakan untuk pelarut enzim agar tidak merusak sifat 
fungsional enzim itu sendiri (Kokkinakis dan Brooks, 
1979). Selanjutnya bagian supernatan yang dihasilkan 
digunakan untuk tahap berikutnya. 
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Tabel 1. Karakteristik Proses Ekstraksi untuk Saat Proses Pengambilan Peroksidse dari Daun Tomat. 
Parameter Kondisi saat aplikasi 
Jumlah daun tomat (gram) 400 
Jumlah ammonium sulfat (ml) 300 
Lama sentrifugasi (menit) 20 
Kecepatan sentrifugasi (rpm) 6000 
Jumlah resin yang digunakan (gram) 60 
Suhu saat pelaksanaan (˚C) 4 
Tabel 2. Parameter Visual Hasil Elusi dari Proses Pengambilan Peroksidase dengan Menggunakan Ion Exchange 
Chromatography  
Parameter Hasil yang diperoleh 
Kecepatan alir purifikasi (ml/menit) 0,65 
Jumlah fraksi berwarna hijau pekat (tube) 35 
Jumlah fraksi berwarna hijau (tube) 20 
Jumlah fraksi berwarna jernih (tube) 29 
Kejernihan larutan supernatan pra dilusi ke dalam kolom Tidak jernih 
Bau yang ditimbulkan pada elusi Berbau daun tomat 
 Proses selanjutnya adalah mengambil enzim dan 
membuang zat-zat terlarut lain selain enzim. 
Supernatan yang didapatkan kemudian dielusikan ke 
dalam kolom yang berisi resin. Selanjutnya dilakukan 
pengaliran NaCl dalam PB ke dalam kolom berisi resin 
untuk melepaskan enzim yang terikat pada resin.
 Penelitian ini menggunakan SP-Sepharose yang 
merupakan jenis cation exchanger resin.  enis ini 
 ersifat negatif sehingga akan mengikat protein  ang 
 ermuatan positif.  erdasarkan penelitian  ang telah 
dilakukan oleh  odr gue -  pe  (2000) maka dapat 
disimpulkan bahwa peroksidase dari tanaman tomat, 
terbagi dalam dua pI, yaitu pI sekitar 9 dan 3,7. 
Diantara dua pI tersebut, pI dengan nilai 3,7 dideteksi 
memiliki konsentrasi yang lebih tinggi daripada pI 9. 
Penelitian tersebut menggunakan daun tomat yang 
belum siap panen. Oleh karena itu, daun tomat yang 
diambil dalam penelitian ini adalah dari daun tomat 
yang siap panen agar jumlah peroksidase lebih banyak. 
Fungsi dari larutan NaCl adalah untuk 
memisahkan enzim yang terikat secara ionik pada resin 
sehingga enzim dapat keluar pada hasil elusi dari resin 
(Touch et al., 2005). Hasil elusi kemudian ditampung 
dengan menggunakan tube yang kemudian disebut 
dengan “fraksi”.  arutan untuk menghasilkan elusi 
adalah NaCl dalam PB dengan konsentrasi 0,5 M; 1,0 
M; 1,5 M.  
Kondisi saat aplikasi proses pengaliran larutan 
daun tomat dapat dilihat pada Tabel 1. Berdasarkan 
tabel tersebut, maka dapat diketahui bahwa 
pelaksanaan kegiatan purifikasi dilakukan pada kondisi 
dingin (4˚C) agar dapat mempertahankan kualitas 
enzim. Jumlah larutan yang siap dialirkan ke dalam 
kolom adalah 300 ml dan tampak berwarna hijau dan 
berbau daun tomat.  
Hasil dari pengamatan visual terhadap hasil elusi 
dapat dilihat pada Tabel 2. Kecepatan alir proses pada 
purifikasi ini, terdeteksi 0,65 ml/menit atau 39 ml /jam 
dan semakin lama alirannya semakin lambat. Lama 
waktu proses purifikasi adalah 31 jam. Berdasarkan 
pada buku manual prosedur yang didapat dari pebrik 
pembuat resin, resin ini mempunyai diameter antara 40 
sampai 165 µm dengan rata-rata diameter sebesar 90 
µm. Kecepatan alir sesuai dengan GE manual 
procedure, dapat mencapai aliran sebanyak 20 ml/jam, 
namun dalam penelitian ini, didapat kecepatan alir yang 
sangat lebih rendah dari yang tertulis pada prosedur 
pemakaian resin.  
 
Kadar Protein  
Pengukuran kadar protein pada setiap fraksi 
dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer 
dengan panjang gelombang 280 nm. Hasil pengamatan 
dengan menggunakan spektrofotometer pada setiap 
fraksi yang dapat dilihat pada Figur 1. Panjang 
gelombang 280 nm digunakan untuk mengetahui 
jumlah protein pada hasil sampel purifikasi protein, 
protein yang terlarut akan menyerap sinar UV dengan 
baik. Hal ini sesuai dengan pendapat Purwanto (2014) 
yang menyatakan bahwa asam amino protein optimum 
pada spektrofotometer panjang gelombang 280 nm. 
Berdasarkan nilai absorbansi pada panjang 
gelombang 280 nm, maka didapat nilai absorban 
tertinggi sebesar 0,228 yang didapat dari fraksi nomor 
52. Berdasarkan hasil dari jumlah protein maka fraksi 
ini mengandung protein sebesar 0,152%. Nilai 
absorbansi ini perlu diklarifikasikan lagi dengan jumlah 
aktivitas enzim dan profil proteinnya. Nilai ini jauh lebih 
besar jika dibandingkan dengan penelitian Rodriguez-
Lopez et al. (2000) yang menyimpulkan hasil dari kadar 
protein adalah sebesar 0,03-0,05%. Fraksi ini juga 
dihitung jumlah proteinnya dengan menggunakan 
metode perhitungan protein Bradford yang 
menghasilkan kadar protein sebesar 0,44% yang juga 
menandakan bahwa hasil yang didapat pada penelitian 
ini masih jauh lebih besar dari penelitian Rodriguez-
Lopez et al. (2000).  
 
Kesimpulan 
Isolasi senyawa peroxidase dengan prinsip teknik 
pertukaran ion dari daun tomat mampu menghasilkan 
enzim dengan kadar protein hingga 0, 144 %. Dengan 
demikian daun tomat berpotensi sebagai sumber 
penghasil enzim peroxidase yang cukup menjanjikan di 
masa yang akan datang.  
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